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STANOVENI OBSAHU VITAMINU D METODOU HPLC

1 Rozsah a ucel

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni vitaminu D Vv premixech pro vyrobu
krmnych smési metodou HPLC.

2 Princip

Zkusebni vzorek se zmydelni hydroxidem draselnym za studena pies noc a vitamin D
se extrahuje do hexanu. Extrakt se preisti na semipreparativni koloné, eludt se pievede
do methanolu a obsah vitaminu D se stanovi HPLC metodou s UV detekci pii vinové délce
264 nm.

Poznamky

1 Vitamin D3 je po chemické strance 9,10-secocholesta-5,7,10(19)-trien-3-ol, vitamin D>
9,10-secoergosta-5,7,10(19),22-tetraen-3-ol. Mezindrodni jednotka vitaminu D odpovida
aktivite 0,025 g vitaminu D.

3 Chemikalie
Vsechny chemikalie jsou Cistoty p.a., pokud neni uvedeno jinak.

Hexan, nebo cyklohexan.

Methanol, HPLC grade.

Acetonitril, HPLC grade.

Cyklohexan, HPLC grade.

2-propanol, HPLC grade.

Ethanol, denaturovany hexanem 1 %.

Ethanol, CoHsOH, vodny roztok 35%, p(C2HsOH) = 0,945 g/ml.

Pfiprava: Smicha se 764 ml ethanolu (6), 1036 ml vody (23) a 1,8 g kyseliny
askorbové (12).

9 Hydroxid draselny, KOH.
10 Hydroxid draselny, KOH, vodny roztok, c(KOH) = 600 g/1.

Ptiprava: Do kadinky se navdzi 600 g KOH (9), rozpusti ve vodé¢ (23), necha
se vychladit na laboratorni teplotu, prevede se 1000ml odmérné banky a doplni vodou
(23) po znacku.
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11 Sodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA - Chelaton I11).
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12 Kyselina askorbova, CeHgOs.

13 Hydrochinon pevny, CsHsOx.

14 Siran sodny, Na>SOas, bezvody.

15 Indikator fenolftalein, roztok 0,1%.

Piiprava: 1 g fenolftaleinu se rozpusti v 80 ml ethanolu a doplni vodou (23) do 100 ml.
Takto ptipraveny roztok se ziedi desetkrat vodou (23).

16 Mobilni faze pro analytickou kolonu: methanol (2) : acetonitril (3), 50 : 50 (v/v).
Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se vlije 500 ml methanolu (2) a doplni
acetonitrilem (3) po znacku.

17 Mobilni faze pro semipreparativni kolonu: 1,5 % 2-propanolu (5) v cyklohexanu (4).
Pfiprava: Do 1000ml banky se odpipetuje 15 ml 2-propanolu (5) a doplni
cyklohexanem (4) po znacku.

18 Chlorid sodny, NaCl, nasyceny vodny roztok.

19 Vitamin Do, ergocalciferol, standardni substance.

20 Vitamin D3, cholecalciferol, standardni substance.

21 Roztok vitaminu D3 k semipreparaci.

Pfiprava: Do 100ml odmérné banky se vnese navazka 0,025 g vitaminu Dz (20)
a rozpusti v cyklohexanu (4). Z takto ptipraveného roztoku se pipetuje 500 ul do 25ml
odmérné banky, doplni cyklohexanem (4) po znacku a promicha.

22 Roztok vnitiniho standardu vitaminu D-.

Piiprava: Do 100ml odmérné banky se vnese navazka 0,025 g vitaminu D, (19)
a rozpusti v ethanolu (6). Ziska se roztok o koncentraci 10 000 m.j./ml.

23 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

24 Dusik 4,0.

4 Piistroje a pomiicky

1 Analytické vahy.

2 Kapalinovy chromatograf's UV detektorem.

3 Kolony pro semipreparaci a vlastni stanoveni.

4 Rotac¢ni vakuova odparka.

5 Rotacni tfepacka uzaviend, bez ptistupu denniho svétla (30 ot/min).
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5 Postup

5.1  Piiprava vzorku

Vzorek se mele na ¢astice o velikosti 0,5 mm a mensi. Vzorek se upravuje tésné pred jeho
zmydelnénim a dal$im zpracovanim, aby se zabranilo ztratam vitaminu.

Poznamky

2 Roztoky vitaminu D se museji chranit pred primym slunecnim svétlem a UV svétlem.
Chrani se hlinikovou folii nebo se uchovavaji ve skle nebo v jiném materialu, ktery
nepropousti UV-zdreni. Roztoky jsou citlivé na oxidacni a kyselé latky. Pri uprave
Vzorku nesmi dojit k jeho prehrati.

5.2  Zmydelnéni vzorku

Do 1000ml kénické banky se zabrusem se navazi 40 g vzorku s piesnosti na 0,01g a piida se
160 ml ethanolu (6). Postupné se ptida 500 mg EDTA (11), 750 mg kyseliny askorbové (12),
500 mg pevného hydrochinonu (13) a doplni se na objem 200 ml roztokem hydroxidu
draselného (10). Podle deklarovaného obsahu vitaminu D3 se pfida roztok vitaminu D2 (22)
jako vnitini standard. Batika se uzavie polyethylenovou zatkou, nasadi do rota¢ni tiepacky
a zmydeliluje se po dobu 14 h az 16 h pfi laboratorni teploté.

53 Extrakce

Do 250ml dé€lici nélevky se nalije 30 ml nasycen¢ho roztoku chloridu sodného (18), 30 ml
vody (23) a 50,0 ml zmydelnéného roztoku. Do délici nalevky se zmydelnény roztok prevede
tak, aby pevny podil zustal v bance. Pfida se 50,0 ml hexanu (1). Délici nalevka se uzavie
attepe se po dobu 30 s. Ob¢ faze se nechaji asi 2 aZz 5 min v klidu, aby se rozd¢lily.
Pti $patném dé€leni obou fazi se muze do délici nalevky pfidat asi 5 ml ethanolu (7)
Kk rozruSeni vzniklé emulze. Extrakce vodné faze s hexanem se opakuje jesté tiikrat tak,
ze se vodna faze extrahuje nejprve s 50 ml hexanu (1) a poté 2 x opét s 40 ml hexanu (1),
pficemz po rozdé€leni fazi se hexanové extrakty spojuji v 250ml délici nalevce. K oplachovani
zatky dé€lici nalevky se pouziva ethanol (7). Spojené extrakty se proplachnou 100 ml vody
(23), pticemz se délici nalevkou otaci tak, aby nedochéazelo k tvorbé emulze. Potom se extrakt
proplachne dvakrat 100 ml vody (23), pficemz se délici nalevkou vzdy kratce krouzi tak
dlouho, az ma promyvaci voda neutralni reakci, tj. po ptidani roztoku fenolftaleinu (15)
zustava roztok bezbarvy. Extrakt se filtruje do 200ml odmérné banky pies suchy skladany
papirovy filtr s vrstvou siranu sodného (14). Nalevka i filtr se proplachnou 20 ml hexanu (1)
a odmérna banka se doplni hexanem (1) po znacku a promicha.
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Poznamky
3 Touto uvedenou metodou lze stanovit obsah vitaminu D v suseném mléce.

Do 1000ml konické banky se zabrusem se navazi 50 g suseného mléka s presnosti
na 0,01 g, prida se 160 ml ethanolu (6) a vzorek se rozmicha. Postupné se prida
500 mg EDTA (11), 750 mg kyseliny askorbové (12) a 500 mg pevného hydrochinonu
(13). Dopini se na objem 200 ml roztokem hydroxidu draselného (10). Baiika
se uzavie polyethylenovou zdtkou, nasadi do rotacni trepacky a zmydelnuje se 16 h
pri laboratorni teplote.

Vitamin D se extrahuje podle 5.3 stim, zZe se pipetuje 100,0 ml hydrolyzditu
ajednotlivé frakce hexanu se jimaji v odparovaci bance s kulatym dnem a poté
se odpari na vakuové odparce pri teploté 45 °C na objem asi 50 ml. Ziskana hexanova
frakce se prevede kvantitativné hexanem (1) do 100ml odmérné banky. Ddle
se postupuje podle 5.4.

54  Semipreparace frakce vitaminu D

Na kondicionovanou semipreparativni kolonu se nanese 2000 upl pracovniho roztoku
standardu vitaminu D (21) v cyklohexanu (4) a sleduje se reten¢ni Cas vitaminu D. Pak
se na kolonu nanese 2000 ul extraktu ziskaného podle 5.3 a sbira se frakce vitaminu D
po dobu 40 s pted a po retenénim Case vitaminu D. Takto ziskany eluat se odpaii pii teploté
45 °C pod proudem dusiku (24). Odparek se rozpusti v definovaném objemu methanolu (2)
a slouzi k nastiiku vzorku do sestavy HPLC pro vlastni stanoveni vitaminu D.

Tabulka 1. Pfiklad podminek semipreparace vitaminu D.

Kolona Prep NovaPak HR Silica 7,8 mm x 300 mm — nebo obdobna
Mobilni faze a7

Priitok 2,5 ml/min

Teplota Laboratorni

Objem nastiiku 2000 pl

Vlnova délka detektoru | 265 nm

UV pfi méfeni
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5.5 Stanoveni metodou HPLC
Tabulka 2. Vlastni méreni - piiklad separa¢nich podminek.
Kolona C18 - Nova-Pak 4 um, 250 mm x 4,6 mm — nebo obdobna
Mobilni faze (16)
Pritok 1 ml/min
Objem nastiiku 75 ul

Vlnova délka detektoru UV | 265 nm
pfi méfeni

Teplota 38°C

Run Time 14 min

5.6 Kalibrace

Priprava zakladniho a pracovniho roztoku

Do 100ml odmérné banky se vnese navazka 0,025 g vitaminu D2 (19) a vitaminu Dz (20),
rozpusti v methanolu (2) a doplni methanolem po znacku. Z takto ptipravené¢ho zékladniho
roztoku se pfipravi pracovni roztok nafedénim methanolem (2) 100 x (ve dvou krocich).

Piiprava kalibracniho roztoku a sestrojeni kalibra¢ni kiivky

Do sady 25ml odmérnych ban€k se odpipetuje postupné (1,0; 2,0; 5,0; 10,0) ml pracovniho
roztoku vitaminu D (viz vyse), doplni se methanolem (2) po znac¢ku a promicha. To odpovida
koncentraci (4000; 8000; 20000; 40000) m.j./l vitaminu D. Takto pfipravené kalibra¢ni
roztoky se nanaseji postupné na chromatografickou kolonu o objemu nastiiku 75 pl .

Z primérnych hodnot jim odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibracni kiivka.

6 Vypocet
Obsah vitaminu D vyjadieny v m.j./kg se vypocita podle vztahu

X = cxV xR
ma
kde
c je koncentrace vitaminu odectena z kalibra¢ni kiivky v m.j./I .
Ma hmotnost zkusebniho vzorku v g,
\V objem extraktu v ml,
R fedéni resp. zkoncentrovani.
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